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(57) Abstract: The invention relates to ELISA kits for detecting pro- 
coll agenase 3 and activated collagenase 3 in body fluids, esp>ecially in 
human serum and synovial fluid, and in cell culture supematants, and 
monoclonal antibodies which specifically recognise said antigens. Said 
ELISA kit comprises the following separately packed elements: a) a solid 
carrier comprising monoclonal antibodies which are bound thereto and 
sensitively and specifically bind human procollagenase 3 or activated col- 
lagenase 3; b) human recombinant procollagenase 3 or activated collage- 
nase 3 as a standard for the quantitative determination of said enzyme; c) 
a buffer for producing a standard series of the recombinant collagenase 
3; d) a buffer for diluting the body fluids to be analysed; e) a conjugate 
which is marked in such a way that it can be detected and which binds to 
collagenase 3; and f) a substrate which enables the visualisation of said 
conjugate which is maiked in such a way that it can be detected. The 
monoclonal antibodies cited in a) are preferably monoclonal antibodies 
which are formed from the hybridoma with the deposit number DSM 
ACC 2572. Said ELISA kit can be used in medical fields, especially for 
medical diagnosis, especially for controlling the development of rheuma- 
toid arthritis, systemic lupus erythematosus and tumour diseases. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindungbetrifft ELIS A-KitszumNach- 
weis von Prokollagenase 3 und aktivierter Kollagenase 3 in Korperflus- 
sigkeiten, insbesondere in Serum und Gelenkfliissigkeit des Menschen 
sowie in Zellkulturiiberstanden, und monoklonale Antikorper, die diese 
Antigene spezifisch ericennen. Der ELISA-Kit umfaBt in separater Ver- 
packung wenigstens: a) einen festen Trager mit daran gebundenen mo- 
noklonalen Antik5rpem, die sensitiv und spezifisch humane Prokollage- 
nase 3 Oder aktivierte Kollagenase 3 binden; b) humane lekombinante 
Prokollagenase 3 oder aktivierte Kollagenase 3 als Standard zur 
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ELISA-Kits zum Nachweis von Kollagenase 3 als Proenzym und in 
aktivierter Form in KSrperflussigkeiten und ZeUkulturuberstanden 



5 Die Erfindimg betrifft ELISA-Kits zum Nachweis der von Kollagenase 3 als Proenzym 
und in aktivierter Form in Korperflussigkeiten, insbesondere in Serum und 
Gelenkfltissigkeit des Menschen sowie in Zellkulturiiberstanden, und monoklonale 
Antikorper, die Kollagenase 3 in latenter und aktivierter Form spezifisch erkennen. 
Anwendungsgebiete sind die Medizin und hier besonders die Diagnostik» insbesondere 

10 die Verlaufsdiagnostik von entziindlichen rheumatischen Erkrankungen (rheumatoide 
Arthritis), systemischem Lupus Erythematosus (sLE) mit Organbeteiligrmgen und 
Gewebeproliferation sowie von Tumorerkrankungen (z.B. Manuna- xmd colorectale 
Carcinome). 



15 Die enzyme-linked immunosorbent assay 
Technologiestandard in klinischen Labors. 
Markerproteine fiir bestimmte Krankheiten 
bestimmt werden. 



(ELISA)-Technik ist gegenwartiger 
Mit dieser Technologie konnen u.a. 
in Korperflussigkeiten von Patienten 



20 Matrix Metalloproteinasen (MMPs) bilden eine Familie aus sezemierten und 
membrangebundenen Endoproteinasen, die extrazellulSre Matrixproteine hydrolisieren 
(Nagase, H, and Woessner, F. Jr., J. Biol. Chem. 1999, 274, 21491-21494). Auf der 
Grundlage ihrer bevorzugten Substrate und struktureller Merkmale kann man MMPs in 
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine xmd Membran-Typ Metalloproteasen einteilen. 

25 

Kollagenase 3 (MMP-13) wird von Zellen als inaktives Proenzym (ProkoUagenase 3, 
Pro-MMP-13) freigesetzt und extrazellular durch die Abspaltung eines Propeptids in die 
aktivierte Form uberfiihrt. 



30 Sowohl ProkoUagenase 3 als auch die aktivierte Kollagenase 3 sind typischerweise im 
ausdifferenzierten, adulten Gewebe nicht nachweisbar. Ihr Vorkommen ist jedoch im 
Zusammenhang mit einer ganzen Reihe von destruktiven ICrankheitsbildem 
beschrieben: Bei der Ausbildung von Brustcarcinomen (Nielsen BS et al.. Cancer Res. 
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2001 61:7091-7100), Rheumatoider Arthritis (Westhoff CS et aL, Arthritis Rheum. 
1999 42:1517-1527) und Osteoarthrose (Shlopov BV et al. Arthritis Rheum, 1997 
40:2065-2074) ist der Gehalt an ProkoUagenase 3-mRNA in den betroffenen 
Gewebetypen stark hochreguliert. Diese Erkenntnisse machen deutlich, dass 
KoUagenase 3 ein fflr die medizinische Diagnostik hochinteressantes Markerprotein ist 

Bisher existieren jedoch fur keinen Krankheitsverlauf, auch nicht fur Rheumatoide 
Arthritis, Untersuchungen zum tatsachlichen Gehalt von ProkoUagenase 3 oder 
aktivierter KoUagenase 3 in Korperfliissigkeiten wie Serum oder Gelenkfliissigkeit, da 
bis dato keine zufriedenstellende technologische Losung auf dem Markt verfugbar war, 
die solche Messungen erlaubt hatte. 

Zur Zeit werden zwei Produkte angeboten, mit denen prinzipiell der Gehalt an 
ProkoUagenase 3 bestimmt werden kann. Beide Tests unterscheiden jedoch nicht 
zwischen dem Proenzym und der aktivierten KoUagenase 3. 

L Biotrak® Matrix Metalloprot^intL^P. -l 3 ELISA system 

Der erste Test, das Biotrak Matrix Metalloproteinase-lS ELISA system^ ist fiir die 
Kerperfliissigkeiten Serum und Plasma validiert. Das Problem des Testes ist die sehr 
geringe Sensitivitat AuBerdem ist der Test nicht fiir Untersuchungen von 
Gelenkfliissigkeit vaUdiert und kann somit fiir diesen Zweck nicht verwendet werden. 

2, Quant ildne® pro-MMP'li Immunoassay 

Das zweite Testsystem auf dem Markt ist ausschlieBUch ftir den Gebrauch in der 
Zellkultur bestimmt und kann somit nicht fiir Untersuchungen von ProkoUagenase 3 in 
Korperfliissigkeiten eingesetzt werden. 

Der Brfindung lag demzufolge die Aufgabe zugrunde, einen ELISA-Kit zur Verfiigung 
zu stellen, der sich im Gegensatz zu den auf dem Markt befindlichen Tests durch erne 
hohe Sensitivitat auszeichnet und sowohl fur den Nachweis der ProkoUagenase 3 und 
der aktivierten Form dieses Enzyms m Korperfltissigkeiten, insbesondere in Serum und 
Gelenkfliissigkeit des Menschen, als auch in ZelUaxlturiiberstanden geeignet ist. Die 
Erfindung soUte darttber hinaus auch erstmals die Moglichkeit bieten, in 
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Zellkultuniberstgnden und Korperflussigkeiten hochspezifisch das quantitative 
Verhaltnis zwischen latenter und aktivierter Form dieses Enzyms zu bestiLmmen. 



S Die Erfindung wird gemafi den Anspruchen realisiert. 

Die erfindungsgemafien ELISA-Kits zum Nachweis von ProkoUagenase 3 und 
aktivierter KoUagenase 3 umfassen in separater Verpackung wenigstens: 

a) einen festen Trager mit daran gebundenen monoklonalen Antikorpem, die 
10 sensitiv und spezifisch humane ProkoUagenase 3 oder aktivierte KoUagenase 

3 binden; 

b) humane rekombinante ProkoUagenase 3 oder aktivierte KoUagenase 3 ais 
Standard zur quantitativen Bestimmung dieses Enzyms in 
Kdrperfltissigkeiten und ZelUculturuberstanden; 

15 c) einen Puffer zum Herstellen einer Standardreihe der rekombinanten 

KoUagenase 3; 

d) einen Puffer zum Verdtlnnen der zu untersuchenden Proben; 

e) ein detektierbar markiertes Konjugat, das an KoUagenase 3 bindet; und 

f) ein Substrat, das die Sichtbarmachung des detektierbar markierten Konjugats 
20 erlaubt, 

wobei es sich bei den unter a) genannten monoklonalen Antikorpem entweder 
vorzugsweise um Anti-MMP-13 Klon M34 (Maus) handelt, und besonders bevorzugt 
um monoklonale Antikorper, die von dem Hybridom mit der Hinterlegungsnummer 
iDSM ACC 2572| gebildet werden, oder vorzugsweise um Anti-MMP-13 Klon EEl 



25 (Maus) handelt. 

Als detektierbar markiertes Konjugat wird entweder eine Kombination von zwei 
Komponenten eingesetzt, wobei es sich bei der ersten Komponente um biotinyUerte 
Antikoiper handelt, die an KoUagenase 3 binden; und als zweite Komponente xmi ein 
30 hochpolymeres Streptavidin-Konjugat, das an die biotinyUerten AntikSrper bindet 



Altemativ dazu kOnnen auch konjugierte Antikorper eingesetzt werden, die an KoUagenase 
3 binden. 
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Die Antikoiper, die als Konjugat fungieren, konnen monoklonale und/oder polyklonale 
Antikdiper seiiL 



10 



Humane rekombinante Prokollagenase 3, die in eukaryontischen Zellen (Sf9-Zellen) 
exprimiert wurde, wird als Standard zur quantitativen Bestimmung der Prokollagenase 3 in 
Kerperflussigkeiten und Zellkulturiiberstanden eingesetzt. Sie liegt entweder in LSsxrng 
Oder in geftiergetrockneter Form vor, in der sie mehrCTe Monate ohne Qualitatsverlust 
haltbar ist. Bei Vorliegen in geftiergetrockneter Form muB die rekombinante 
Prokollagenase 3 vor Benutzung zimachst durch Zugabe von destilliertem Wasser 
rekonstituiert werden. Humane rekombinante aktivierte KoUagenase 3 wird aus oben 
genannter Prokollagenase 3 unter Zugabe von Acetamino-phenyl-mercury-acetate 
(APMA). hergestellt und in gleicher Weise verwendet. 



Der fur die Verdiinnung von zu mtersuchenden Proben vorgesehene Puffer enthalt neben 
15 blockierenden und stabilisierenden Substanzen unter anderem Natrixraicitrat Es zeigte sich 
aberraschenderweise, dass dieses Reagenz fiir die Voibereitung von Serum des Menschen 
zur Messung von KoUagenase 3 besonders gut geeignet ist. 

Der Puffer zum Herstellen einer Standardreihe der rekombinanten Prokollagenase 3 oder 
20 der aktivierten KoUagenase 3 zur Messung dieser Marker in Serum enthalt humanes 
Serum. 



25 



Als feste Trager werden vorzugsweise Mikrotiterplatten verwendet, an welche die 
erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper gebunden sind. Diese Mikrotiterplatten 
werden so produziert, dass sie mehrere Monate ohne Qualitatsverlust gelagert werden 
konnen. 



30 



Gegenstand der Brfindxmg sind auch monoklonale AntikSiper, die KoUagenase 3 als 
Proenzym oder aktiviertes Enzym spezifisch erkeimen und binden, wobei diese 
monoklonalen Antikorper von Hybridomzelllinien xnit der Hinterlegungsnummer [DSM 



ACC 2572| produziert werden bzw. Eigenschaften wie die monoklonalen Antikorper aus 
der HybridomzelUinie mit der Hinterlegungsnummer [DSM ACC 2572| aufweisen. 
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Zur Erfindung gehOren ebenso Antikorper, die Eigenschaflen wie die monoklonalen 
Antikoiper aus der Hybridomzelllinien mit der Hinterlegungsnmnmer |DSM ACC 2572| 
aufweisen, die jedoch biochemisch oder molekularbiologisch verSndert oder synthetisch 
sein kOnnen, wobei dem Antikorper ggf. Teile, die fur die Erkennung der Prokollagenase 3 
nicht notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese Teile durch andere ersetzt 
sind. 



Durch die erfindungsgemaUen ELISA-Kits werden der Nachweis von Prokollagenase 3 
und von aktivierter KoUagenase 3 in Korperflussigkeiten, insbesondere in Serum und 
Gelenkflussigkeit des Menschen, sowie in Zellkulturiiberstanden mit hoher Sensitivitat 
ennoglicht und damit dieser potentielle Krankheitsmarker der medizinischen Diagnostik 
besser zuganglich gemacht 

Im Vergieich zu dem Biotrak® Matrix Metalloproteinase'13 EUSA system ist die 
Sensitivitat der erfindungsgemaBen ELISA-Kits um den Faktor zehn hdher. In Zahlen 
ausgedruckt liegt die untere Nachweisgrenze der ELISAs bei 4 pg Prokollagenase 3 
bzw. bei 6 pg aktivierter Kollagenase 3 / ml Probe. 



Die bei der Messung ermittelte Standardkurve durch Untersuchung einer mitgefuhrten 
humanen rekombinanten Prokollagenase 3 bzw. der aktivierten Kollagenase 3 eriaubt 
erne schnelle Berechnxmg des KoUagenasegehaltes in Proben mit Hilfe der dem 
Standardverlauf zugrande liegenden Regressionsfiinktion. Ein weiterer entscheidender 
Vorteil ist, dass die ELISA-Kits im Ktihlschrank gelagert werden konnen, was die 
Handhabbarkeit imd Verbraucherfreundlichkeit wesentlich verbessert. 



Die erfindungsgemaBen ELISA-Kits zum Nachweis von Prokollagenase 3 bzw. 
aktivierter Kollagenase 3 weisen insgesamt fiir den Endverbraucher eine mindestens 
einmonatige Haltbarkeit auf. Die Produktion erfolgt nach Standards der EN 46001 nnd 
EN ISO 9001. Die ELISA-Kits bieten erstmals die M5glichkeit zur Untersuchxmg von 
Gelenkflttssigkeit. 



In einer Studie mit Patientenseren wurd mit den erfindungsgemaBen ELISA Kits 
erstmalig gezeigt, dass Kollagenase 3 ein Marker zur VerlaufskontroUe von 
Rheumatoider Arthritis, aber auch von schweren Fallen mit Organbeteiligung imd 
Gewebeproliferation von systemischem Lupus Erythematosus ist. Eine mit den 
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erfindungsgemaBen ELISA Kits nachgewiesene ErhShung des Gehaltes an MMP-13 im 
Serum geht bei schweren Verlaufsformen von Rheumatoider Arthritis einer akuten 
klinischen Verschlechterung des Krankheitsbildes vorans. Das Enzym ist nicht zu jeder 
Zeit im Serum nachweisbar, daher ist dieser Marker vorrangig fiir die 



praventiven Therapiebeginn, bevor sich beim Patienten Beschwerden klinisch 
bemerkbar machen 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendimg von KoUagenase 3 

- als serologischer Marker fur die Diagnostik und insbesondere die Verlaufskontrolle 
von entzundlichen rheumatischen Erkrankungen, insbesondere von Rheumatoider 
Arthritis und 

- als serologischer Marker fur die Diagnostik und insbesondere die Verlaufskontrolle 
von systemischem Lupus Erythematosus, insbesondere zur Verlaufsprognose bei 
gleichzeitiger Gewebeproliferation (Tumorbildimg). 

KoUagenase 3 kann weiterhin auch als serologischer Marker ffir die Diagnostik und 
Verlaufskontrolle anderer Tumor-Erkrankungen, insbesondere von Mamma-Carcinomen 
und Colorectalcarcinomen verwendet werden. 

Auch fiir die Diagnostik und Verlaufskontrolle weiterer Erkrankungen, bei denen eine 
ErhOhung von KoUagenase 3 beschrieben ist, kann KoUagenase 3 als serologischer Marker 
eingesetzt werden. 



Verlaufsprognostik ausgewahlter Erkrankungen geeignet, insbesondere fur einen 
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Die Erfindung soil nachstehend durch Beispiele und Abbildungen nSher erlautert 
werden. 



BeisDiel 1 : Herstellung und Screening der monoklonalen Antikorper 

5 

Zur Immunisiening wurden Mause verwendet. Als Antigen diente humane 
rekombinante ProkoUagenase 3, die in Sf9-Zellen exprimiert wurde. Das Antigen wurde 
folgendermaBen vorbereitet: 50 \ig MMP-13 in 100 |il PBS + 100 pil 6M HamstoflF 
wurden vorgelegt. Zu dieser Losung wurden 100 ^il CFA oder EFA gegeben. 
10 Die Injektion wurde nach folgendem Schema durchgeftihrt: 
Tag 0: 50 |ag MMP-13 intraperitoneal in CFA 
Tag 13: 50 ^g intraperitoneal in EFA 
Tag 41: 50 fig intravenos in 1 ml PBS 

Tag 44: Hybridisierung von Pre-Lympho2yten mit Milz- und SP 2/0 Myelomzellen. 

15 

Es wurden drei Hybridisierungen aus ein und derselben Milz mit verschiedenen 
Lymphozytenmengen durchgeftihrt. Die dritte Hybridisierung war erfolgreich. 
tJberstande der ausgewachsenen Hybridome wurden im ELISA getestet. Dazu wurden 
100 nl rekombinante humane Prokollagenase 3 (1 |ig/ml in PBS) in den Napfen einer 

20 Titerplatte fiber Nacht bei 4 ''C immobilisiert und nach 3 Wasch-Schritten (PBS mit 
0,05 % Tween® 20) mit einem Blockierungspuffer (1 % BSA in PBS) zwei Stunden 
blockiert. Jeweils 50 |il der ZeUkulturiiberstande sowie Positiv- xmd NegativkontroUen 
wurden fur eine Stunde (37 ""C) in die Napfe gegeben. Nach dieser Inkubation wurde die 
Platte dreimal gewaschen und fur eine weitere Stunde (37 °C) 100 ^il Anti-Maus 

25 IgG(H+L)-POD-Konjugat zugegeben. Nach weiteren funf Waschungen wurde der 
POD-Gehalt in den Napfen mit je 100 m,1 TMB Substrat (20 min, RT) detektiert. Die 
Reaktion wurde mit 50 ^1 2 M H2SO4 gestoppt und die Absorption bei 450 nm 
gemessen. 

Die im ELISA positiven HybridomflberstSnde wurden bis zur Monoklonalitat kloniert 
30 und rekloniert. Es wurden 5 unabhangige monoklonale Antikorper erhalten, aus denen 
insgesamt 12 Subklone mit teilweise veranderten Affinitaten gewonnen wurden. Eine 
Hybridomzellinie, die die erfindimgsgemaflen monoklonalen AntikOrper Anti-MMP-13 
Klon M34 (Maus) produziert (IgGl), wurde bei der Deutschen Sammlimg von 
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Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM ACC 2572Z) in Braunschweig unter 
der Nummer |DSM ACC 2572] am 27. 08, 02 hinterlegt. 



Beispiel 2: Durchfiflming der ELISAs 

5 

Das Prinzip der ELISAs ist in Abbildung 1 dargestellt. Zur Durchfuhrung der ELISAs 
wird aus der humanen rekombinanten Kollagenase 3 eine Verdflnnungsreihe als 
Standard erstellt, welche die rekombinante ProkoUagenase 3 (bzw. aktivierte 
Kollagenase 3) in folgenden Konzentrationen enthalt: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 

10 pg/ml, 125 pg/ml, 63 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 0 pg/ml (Start der Verdunnungsreihe 
zur Bestimmung aktivierter Kollagenase 3: 2000 pg/ml). Wemi der Kollagenase 3 
Gehalt in Serum bestimmt werden soil, wird die Standardverdimnung mit einem 
speziellen Puffersystem hergestellt, das 10 % humanes Serum enthalt. Jewells 100 fxl 
dieser Standardverdtinnxmgen werden in Doppelbestimmung in die Vertiefimgen der 

15 Mikrotiterplatte, an die monoklonale AntikSrper aus der Hybridomzelllinie mit der 
Hinterlegungsnummer |DSM ACC 2572| gebimden sind, pipettiert. Die zu messenden 
Proben (Zellkulturmedium, Gelenkflussigkeit oder Serum) werden mit dem fttr die 
Probenvorbereitung vorgesehenen Puffer verdtinnt. Von den verdunnten Proben werden 
dann ebenfalls jeweils 100 ^il in Doppelbestimmimg aufgetragen. 

20 Nach 120 Minuten Inkubation auf einem Schuttler bei Raumtemperatur wird die 
Mikrotiterplatte mit dem Waschpuffer vier Mai gewaschen und danach durch 
Ausschlagen auf Papierhandttlchem die verbliebene Flussigkeit entfemt. Es folgt der 
Eintrag von jeweils 100 jal Detektionslosung 1, die biotinylierte Antikorper enthalt, in 
alle benutzten Wells der Mikrotiterplatte. Hierbei handelt es sich entweder mn 

25 polyklonale Antikorper oder aber um einen monoklonalen AntikSrper oder einen 
Cocktail aus mehreren monoklonalen Antikoipem: Nach weiteren 90 Minuten 
Inkubation wird die Mikrotiterplatte wiederum vier Mai gewaschen und auf einem 
Papiertuch ausgeschlagen. Die DetektionslSsung 2, bestehend aus einem Streptavidin- 
Peroxidasekonjugat xmd einem Verdflnnungspuffer, wird gemaB Anweisung hergestellt 

30 und wiederum jeweils 100 ^il in die entsprechenden Vertiefimgen der Mikrotiterplatte 
pipettiert. Es folgt eine weitere Inkubation von 30 Minuten. Danach wird die 
Mikrotiterplatte fflnf Mai gewaschen und ausgeschlagen, mit 100 \il pro Vertiefung 
Substratlosung (Tetramethylbenzidin) versehen irnd im Dunkeln fUr 15 Minuten 
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit werden 100 jil Stopplosxmg (0,5 M Schwefelsaure) den 
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Vertieftingen zugesetzt und die Mikrotiterplatte bei 450 nm in einem 
Mikrotiterplattenreader gemessen. Die Intensitat der optischen Dichte entspricht dem 
Gehalt an KoUagenase 3. 



5 Beispiel 3: Un tersuchung von KSrperflflssigkeiten mit dem ELISA-Kit 

Es wurde eine grfiBere Anzahl von Patientenseren mit imterschiedlichen 
Erkrankungsbildem mithilfe der ELISA-Kits gemessen. 



Tabelle 1 : Messung von Pro-MMP-13 und aktivierter MMP-13 mit den beiden 
10 InviLISA MMP-13 Kits. Die Tabelle gibt die GroBe des ProbenkoUektivs sowie die 
Anzahl der positiven Proben (in den jeweiligen Tests \md insgesamt) an, RA = 
Rheumatoide Arthritis; pSS = primares Sjogren Syndrom; sLE = systemischer Lupus 
Erythematosus. 



Erkrankiing 


KoUektiv (n) 


Pro MMP-13 


Act MMP-13 


gesamt pos 


RA 


145 


7 


22 


20% 


pSS 


50 


0 


0 


0% 


sLE 


40 


0 


1 


3% 


Myositis 


33 


0 


1 


3% 


Sklerodermie 


15 


0 


0 


0% 


Vaskulitis 


21 


0 


0 


0% 


Fibromyalgie 


15 


0 


0 


0% 


Blutspender 


160 


3 


1 


2% 



15 
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Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen: Wahrend in einem KontrollkoUektiv 
von Blutspendem nur etwa 2 % positiv in den Tests reagierten, zeigten 20 % der Seren 
von Patienten mit Rheiunatoider Arthritis positive Signale. 

Seren von Patienten mit anderen Erkrankungen (systenuscher Lupus Erythematosus, 
5 Myositis, Sklerodermie, Vaskulitis, Fibromyalgie) waren mit dem KontrollkoUektiv 
vergleichbar. Es wurden auBerdem Serumproben von Patienten mit Rheumatoider 
Arthritis gemessen, die im Verlauf von zwei bis drei Jahren erhoben worden waren. Es 
sind exemplarisch zwei Verlaufe dargestellt (Abb. 2 und 3). Abb. 2 zeigt deutlich 
erhohte aktive MMP-13 Werte unmittelbar vor Einsetzen einer klinischen 
10 Verschlechterung, die mit einem massiven Anschwellen des rechten Kniegelenkes 
einhergeht. Der langsam einsetzenden klinischen Besserung folgt ein Absinken des 
MMP-13 Titers. 

Abb. 3 zeigt ebenso wie Abb. 2 die besondere Eignung der aktivierten Kollagenase 3 als 
Verlaufsmarker fiir Rhexmiatoide Arthritis. In den ersten sechs Monaten des 

15 Untersuchungszeitraxmies sind die gemessenen MMP-13 Werte nicht erhdht bzw. liegen 
unterhalb des definierten Cut-Ofif von 300 pg/ml MMP-13. Der betreffende Patient 
wurde im November 1998 gerSntgt, wobei die Handgelenke als Grad 1 nach Larsen 
klassifiziert wurden. Im Dezember 1998 erlitt der Patient einen massiven Schub, der mit 
gemessenen stark erhohten MMP-13 Werten einherging. Im Juni 1999 belegten 

20 KontroU-RSntgenaufhahmen eine progrediente Destruktion der Handgelenke (Larsen 
Grad 2) so wie eine beginnende Destruktion der FuiJgelenke (Larsen Grad 1). 
Als KontroUe wurden Verlaufsmessxmgen in Seren von Patienten mit Sjogren Syndrom 
durchgefiihrt. Diese zeigten zu keinem Zeitpimkt erhohte MMP-13 Werte. (Daten nicht 
gezeigt). 

25 In Abb. 4 sind zwei exemplarische Verlaufsmessungen von Patienten mit systemischem 
Lupxxs Erythematosxxs (sLE) dargestellt WShrend selbst Seren von Patienten mit 
schweren KrankheitsverlSufen keine oder nur marginal erh5hte MMP-13 Werte 
aufwiesen (Abb. 4 A, sLE mit renaler Beteiligung, sehr schwere Symptomatik), zeigten 
Seren von sLE-Patienten mit Gewebeproliferation erhOhte Werte an aktivierter MMP- 

30 13 (Abb. 4 B, sLE mit renaler Beteiligung, mebran-proliferierende Glomerulo-Nephritis 
Typ IV a, schwere Symptomatik). Diese Messungen weisen darauf hin, dass MMP-13 
ein Indikator fur Tumorwachstum sein kann. 
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Legende zu den Abbildungen 

Abbildung 1: Prinzip des Nachweisverfahrens 
5 Schritt 1: Inkubation von Standards oder Proben auf der Titerplatte. Spezifische 

Bindung von KoUagenase 3 (MMP-13) als Proenzym oder in aktivierter Form (Dauer: 
120 Minuten) 

Schritt 2: Detektion der gebundenen KoUagenase 3 (MMP-13) mit biotinyliertem 
Antikorper (Dauer: 90 Minuten) 
10 Schritt 3: Zugabe von Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (Dauer: 30 Minuten) 
Schritt 4: Farbentwicklung nach Zugabe von TMB-Substrat (Dauer: 15 Minuten) 

Abbildung 2: Messung von aktiverter MMP-13 im Serum eines Patienten mit 
Rheumatoider Arhtritis (Larsen IE, DAS-Score > 3,8). 
15 In den Proben waren keine erhohten Pro-MMP-13 Werte nachweisbar. Deutlich ist die 
Erh5hung der MMP-13 Werte im Serum unmittelbar zum Zeifpunkt eines Schubes 
sowie das anschlieBende Absinken der Werte wShrend der Remission (Pfeile). 

Abbildung 3: Messung von Pro-MMP-13 (schwarze Balken) xmd aktivierter MMP-13 
20 (graue Balken) im Serum eines Patienten mit Rheumatoider Arthritis. 

Erlauterungen im Text RA = Rheumatoide Arthritis; St. = Stadium; HG = Handgelenk, 
FG = FuBgelenk. 

Abbildung 4: Messung von Pro-MMP-13 schwarze Balken) bzw. aktivierter MMP-13 
25 (graue Balken) in Seren von zwei Patienten mit sLE. 

A: sLE-Patient mit renaler Beteiligung, nephrotisches Syndrom, sehr schwere 
Symptomatik. B: sLE-Patient mit renaler Beteiligung, schwere Symptomatik, 
proliferierende Glomemlo-Nephritis Typ IV a. Erlauterungen im Text 
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1. ELISA-Kit zum Nachweis von ProkoUagenase 3 bzw. aktivierte Kollagenase 3 in 
KQrperfliissigkeiten, insbesondere in Serum imd Gelenkfliissigkeit des Menschen, 
5 sowie in Zellkulturuberstanden, umfassend in separator Verpackung wenigstens: 

a) einen festen Trftger mit daran gebundenen monoklonalen 
Antikorpem, die sensitiv und spezifisch hxunane ProkoUagenase 3 
bzw. aktivierte Kollagenase 3 binden; 

b) humane rekombinante ProkoUagenase 3 bzw. aktivierte Kollagenase 
10 3 als Standard zur quantitativen Bestimmimg dieses Enzyms in 

Korperflussigkeiten; 

c) einen Puffer zum Herstellen einer Standardreihe der rekombinanten 
ProkoUagenase 3 bzw. aktivierten Kollagenase 3; 

d) einen Puffer zum Verdflnnen der zu untersuchenden Probe; 

15 e) ein detektierbar markiertes Konjugat, das an KoUagenase 3 bindet; 

f) imd ein Substrat, das die Sichtbarmachung des detektierbar 
markierten Konjugats erlaubt. 



2. ELISA-Kit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
20 es sich bei den monoklonalen Antikorpem, die an den festen Trager gebunden sind, 

vorzugsweise um monoklonale Antikorper handelt, die von dem Hybridom mit der 
Hinterlegungsraunmer [PSM ACC 2572| gebildet werden. 



3. ELISA-Kit nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

25 als detektierbar markiertes Konjugat eine Kombination von zwei Komponenten 

eingesetzt wird, wobei es sich bei der ersten Komponente um einen biotinylierten 
AntikOiper handelt, der an ProkoUagenase 3 bzw. an aktivierte Kollagenase 3 bindet; 
und als zweite Komponente ein hochpolymeres Streptavidin-Konjugat eingesetzt wird, 
das an die biotinylierten Antikorper bindet 

30 

4. ELISA-Kit nach Anspmch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

als detektierbar markiertes Konjugat ein konjugierter Antikorper eingesetzt vsdrd, der 
an Kollagenase 3 bindet. 
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5. ELISA-Kit nach Anspruch 1, 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antikfiiper, die als Konjugat fimgieren, monoklonale und/oder polyklonale 
Antikdrper sind. 

6. ELISA-Kit nach Anspruch dadurch gekennzeichnet, dass 

die als Konjugate eingesetzten Substanzen mit alien tlblichen Substanzen konjugiert 
werden konnen, vorzugsweise mit: 

Meerrettichperoxidase 
- alkalischer Phosphatase. 

7. ELISA-Kit nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass 

die als Standard eingesetzte humane rekombinante KoUagenase 3 in eukaryontischen 
Zellen exprimiert wurde imd in Losung oder lyophilisiert vorUegt. 



15 8. ELISA-Kit nach Anspruch 1-7, dadurch gekennzeichnet, dass 

der Puffer zum Verdllnnen der zu xmtersuchenden K6rperfltlssigkeiten und 
ZellkulturuberstSnde Natriumcitrat enthSlt. 

9. ELISA-Kit nach Anspruch 1-8, dadurch gekeimzeichnet, dass 
20 als feste TrSger Mikrotiterplatten oder gangige Proteinchip-Technologien emgesetzt 

werden. 



10 



10. Monoklonale Antikoiper, die Prokollagenase 3 spezifisch erkennen xmd binden, wobei 
diese monoklonalen Antikorper Eigenschaften wie die monoklonalen Antikorper aus 



25 



der HybridomzeUlinie mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC 2572| aufweisen. 



1 L Monoklonale Antikorper nach Anspruch 10, wobei die monoklonalen Antikfiiper 
biochemisch oder molekularbiologisch verandert oder synthetisch sein kOnnen, wobei 
den Antikoipem ggf. Telle, die fiir die Erkennung der Prokollagenase 3 nicht 
30 notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese Telle durch andere ersetzt sind. 



12, Monoklonale Antikorper nach Anspmch 10-11, die von der HybridomzeUlinie mit der 
Hinterlegungsnxmmier |DSM ACC 2572| prodxiziert werden. 
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13. HybridomzelUinie mit der Hinterlegungsnummer DSMACC 2572 



14. Monoklonale Antikoiper, die aktivierte KoUagenase 3 spezifisch iind sensitiv erkemien 
und binden, wobei diese AntikSiper keine AfQnitat zu Prokollagenase aufweisen 

15. Monoklonale AntikQrper nach Anspruch 10, wobei die monoMonalen AntikSrper 
biochemisch oder molekularbiologisch verandert oder synthetisch sein konnen, wobei 
den Antikorpem ggf. Telle, die fur die Erkennung der aktivierten KoUagenase 3 nicht 
notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese Teile durch andere ersetzt sind, 

16. Verwendung von KoUagenase 3 als serologischen Marker fur die Diagnostik und 
insbesondere die VerlaufskontroUe von entziindUchen rheumatischen Erkrankungen, 
insbesondere von Rheumatoider Arthritis. 



15 17. Verwendung von KoUagenase 3 als serologischer Marker flir die Diagnostik und 
insbesondere die Verlau&kontroUe von systemischem Lupus Eiythematosus, 
insbesondere zur Verlaufsprognose bei gleichzeitiger Gewebeproliferation 
(Tumorbildung). 



20 18. Verwendvmg von KoUagenase 3 als serologischer Marker fiir die Diagnostik und 
VerlaufskontroUe anderer Tumor-Erkrankungen, insbesondere von Mamma- 
Carcinomen und Colorectalcarcinomen. 



25 



19. Verwendxmg von KoUagenase 3 als serologischer Marker fiir die Diagnostik und 
VerlaufskontroUe weiterer Erkrankungen, bei denen in der wissenschaftiichen Literatur 
eine Erhohung von KoUagenase 3 beschrieben ist. 
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The International Searching Authority has determined that this international 
application contains more than one invention or group of inventions, 
namely: 

1. claims 1-13 

ELISA kit and selected antibody which binds specifically to 
collagenase 3 (mmp-13) and procollagenase 3; 

2. claims 14, IS 

antibody which binds specifically to collagenase 3 but has no 
affinity for procollagenase 3; 

3. claim 16 

use of collagenase 3 as diagnostic marker for inflammatory 
rheumatic diseases; 

4. claim 17 

use of collagenase 3 as diagnostic marker for lupus 
erythematosus; 

5. claim 18 

use of collagenase 3 as diagnostic marker for lupus 
erythematosus; 

6. claim 18 

use of collagenase 3 as diagnostic marker for tumour diseases; 

7. claim 19 

use of collagenase 3 as diagnostic marker for further mmp-13- 
associated diseases. 
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Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende VerdfTenttichungen. soweil diese unter die recheicnierten Gebiete fallen 



Wflhrend der Intemationaien Recherche konsultierte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , BIOSIS, PAO, WPI Data 



C. ALSWESENTLICHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kategorie" Bezek:t)nung der Ver5ffentlfchung. sowelt erfordertich linter Angabe der In BetracM konrvnenden TeOe 



Betr. Anspnich Nr. 



us 6 280 687 81 (TIKANOJA SARI HANNELE ET 
AL) 28. August 2001 (2001-08-28) 
Sp. 12, Zellen 28 - 34, Sp. 15, Zelle 8 - 
Sp. 16, Zelle 10, Sp. 19, Zellen 7 - 41, 
Sp. 19. Zelle 61 - Sp. 20, Zelle 24 

WO 00 63698 A (SEPPER RUTH ;PRIKK KAIU 
(EE); RAULO SAARA (FX); TIKANOJA SARI 
(FD) 26. Oktober 2000 (2000-10-26) 
AnsprQche 1, 3, 7 - 11, 16 

WO 98 29560 A (LOPEZ OTIN CARLOS ;FUJI 
YAKUHIN K06Y0 KK (JP); YOSHIDA SHIN ICHI 
() 9. Juli 1998 (1998-07-09) 
Zusammenfassung 

-/-- 



10-14,19 



10-15,19 



1-15 



m 



Weitera VerGnentrichungen sind der Fortsetzung von FeM C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamUie 



* Besondere Kalegorien von angegebenen VerOrfentlk;hungen 

'A' VerOffentfichung. die den allgemelnen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*£* dlleres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dam Intemationaien 
Anmekjedatum verdffentlicht worden ist 

*L* Verdffentrichung. die geeignet ist. einen Prioritdtsanspnjch zweifethaft er- 
scheinen zu iassen, Oder duich die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberteht genannten Verdffentfichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Gnind angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Ver&ffentlichung. die sich auf eine mOndGche Offenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstellungoder andere MaBnahmen bezieht 
*P' Ver&ffentUchung. die vor dem Intematkmalen Anmekledahjm. aber nach 

dem beanspruchten Prtoritatsdatum verdffentltoht worden ist 



T* Spatere Ver&ffentlk;hung. die nach dem intemationaien AnmeMedatum 
Oder dem Priorttdtsdalum ver6ffentlicht worden ist und mtt der 
Anmeldung nk:ht kollkfiert, sondem nur zum Verst&ndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzlps Oder der ihr ziigrundeKegenden 
Theorie angegeben isT 

'X* Ver&nentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnichle Eifindung 
kann allein aufgrund dieser Ver6ftentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tdtigkeit beruhend betrachtet werden 

*¥" VerdffentDchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nteht als auf erfinderischer Tdtigkelt beruhend betrachtet 
werden. wenn die Ver5ffentlichung mil einer Oder mehreren anderen 
Ver5ffent{k:hungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Vert>indung fur einen Faotmann naheliegend Ist 

VerOffentfichung, die Mttglied derselben Palentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der IntematkMialan Recherche 



16. Januar 2004 



Absendedatum des Intematkmalen Recherchenberfchts 



02/02/2004 



Name und Postanschrift der lntematk>nalen Recherchenbeh6rde 
EuropSisches Palentami. P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 Rijsvvijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (♦31-70) 340-3016 



BevoHmachtigter Bediensteter 



Hoesel, H 



Fomvt^tt PCTnSATZlO (Blatt 2) (Juli 1992) 



bt6T AVAII-ABLE COP\ 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Foits«tzung) ALS WESENTLICH i 



Intematlonale^^fenielchen 

PCT/DE 03/02864 



HENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezelchnung der Verdffenfl 



, soweit efforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden 




Betr Anspnich Nr. 



UO 00 58502 A (GROMNICA IHLE ERIKA ;MAX 
DELBRUECK CENTRUM (DE); WERNICKE DIRK (DE) 
5. Oktober 2000 (2000-10-05) 
Selte 3, Ze1le 27 -Selte 5, Zeile 25 

SELVAMURUGAN N PARTRIDGE N C: 
"Constitutive expression and regulation of 
co11agenase-3 in human breast cancer 
cells" 

MOLECULAR CELL BIOLOGY RESEARCH 
COHMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO. 
CA,. US. 

Bd. 3, Nr. 4, 2000. Selten 218-223. 

XP002957630 

ISSN: 1522-4724 

Zusammenfassung 



16 



18 



Fotmbtatt PCT/ISA.'2lO (FoUsetzung von Btatt 2) (Jufi 1992} 



BEST AVAILABLE COPY 



INTERNATlO^ifcR RECHERCHENBERICHT 



. » Alctenzeichen 
/DE 03/02864 



Few I Bemerkungen zu den Anspruchea die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von PunW 2 aut Blatt 1) 



GemAB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. rn Anspruche Nr, 

weU 8ie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, n&mlich 



2. I I Anspruche Nr. 

well sle sich auf Teile der mtemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrtebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eine sinnvone Internationale Recherche nicht durchgefOhrtwerden kann. namlich 



AnsprOche Nr. 

well es sich dabel urn abhfingige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 tend 3 der Regei 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld II Bemeikungen bel mangelnder ElnheiHichkelt der Erf indung (Fortsetzur^ von Punkt 3 auf Blatt l) 
Die intemattonale RecherchmbehOrde hat festgestelit. daB <fie8e Internationale AnmekHjng mehrere Erfindungen enthait: 

slehe Zusatzblatt 



1. 



I I Da der Anmelder alle ertordertichen zusatzllchen RecherchengebOhren rechtzeltig entrlchtel hat, erstreckt sich dieser 
1 — I Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche. 



2 I X I recherchlefbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

' — ' zusatzfiche RecherchengebOhr gerechtfertigt hdtte. hat die BehOrde ntcht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefOrdert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusAtziichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
■ — ' Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die QebOhren entrichtet worden sind, n&nllch auf die 
AnsprOche Nr. 



1 1 Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der intematlonaJe Recher- 
chenbericht beschrdnkt sich daher auf cfie in den AnsprOchen zuerst envdhnte Erfindung; diese ist In folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinsichtiich eines Widerspruehs Die zusfitzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter WWerspruch gezahit 

[ I Die Zahlung zusdtzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/iSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jult 1998) 



BEST AVAILABLE COPY 



# 



Internationales AktenzelchenPCTiDE 03 iD2864 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestel It , da6 diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erflndungen enthait, 
namUch: 

1. Anspruche: 1-13 

ELISA Kit und ausgewahter Antlkorper, der spezlflsch an 
Kollagenase 3 (mmp-13) und Prokollagenase 3 bindet 



2. Anspruche: 14, 15 

Antlkorper, der spezlflsch an Kollagenase 3 bindet, aber 
kelne Afflnltat zu Prokollagenase 3 aufweist 



3. Anspruch : 16 

Verwendung von Kollagenase 3 as dlagnostlscher Marker fur 
entzundllche rheumatlsche Erkrangungen 



4. Anspruch : 17 

Verwendung von Kollagenase 3 as dlagnostlscher Marker fur 
Lupus Erythematosus 



5. Anspruch : 18 

Verwendung von Kollagenase 3 as dlagnostlscher Marker fur 
Lupus Erythematosus 



6. Anspruch : 18 

Verwendung von Kollagenase 3 as dlagnostlscher Marker fur 
Tumorerkrankungen 



7. Anspruch : 19 

Verwendung von Kollagenase 3 as dlagnostlscher Marker fur 
weltere iraiip-13 assozlerte Erkrankungen 



BEST AVAILABLE COPY 



Angaben zu Verdfffintlichungen, die zOTtolben Patentfamiiie gehOien 


Internationales ^^izelchen 

PCT/DE 03/02864 


Im Recherchenbericht Datum der 
angefOhrtes Patentdokument ^Br VerOftentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamiiie 


Datum der 
Verdffentlichung 



us 6280687 Bl 28-08-2001 US 6143506 A 07-11-2000 



WO 0063698 A 26-10-2000 AU 4121900 A 

CA 2370418 Al 

EP 1171770 Al 

UO 0063698 Al 

JP 2002542485 T 



02-11-2000 
26-10-2000 
16-01-2002 
26-10-2000 
10-12-2002 



WO 9829560 A 09-07-1998 WO 9829560 Al 09-07-1998 



WO 0058502 A 05-10-2000 DE 19913428 Al 28-09-2000 

WO 0058502 A2 05-10-2000 



Fonnblan PCT/lSA/210 (Anhang PatantlamUle)(Juli 1992) 



BEST AVAILABLE COPY 



